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A análise seminal básica não fornece dados suficientes para predizer a 
sobrevivência dos espermatozóides quando submetidos ao estresse do processo de 
criopreservação. Este estudo tem como objetivo avaliar a possível existência de 
associação entre a concentração de espermatozóides, sua motilidade e morfologia e 
a porcentagem de apoptose e peroxidação lipídica antes e após o 
congelamento/descongelamento. SUJEITOS E MÉTODOS: Trata-se de um estudo 
coorte prospectivo, analítico, transversal realizado em um centro acadêmico 
terciário. Voluntários: dezesseis homens subférteis submetidos à avaliação seminal 
no laboratório de Andrologia do Jones Institute. O processamento do sêmen foi 
realizado por gradiente de separação por densidade seguida de criopreservação e 
descongelamento. A translocação da fosfatidilserina da membrana plasmática dos 
espermatozóides, parâmetro utilizado para identificar a porcentagem de apoptose, 
foi avaliada através da aderência à anexina V; a peroxidação lipídica espontânea 
através de análise espectrofotométrica e parâmetros da motilidade através da 
análise computadorizada. RESULTADOS: Houve maior porcentagem de 
espermatozóides apoptóticos antes do congelamento, em homens com menor 
concentração de espermatozóides (41,4%) quando comparado com aqueles com 
maior concentração de espermatozóides (23,6%) (p<0,05) e menor porcentagem de 
espermatozóides vivos 49,7% e 73,4%, respectivamente (p<0,05). Após o 
congelamento/descongelamento, a porcentagem de espermatozóides vivos foi 
menor nos sujeitos com menor concentração de espermatozóides (42,6%) em 
relação a pacientes com maior concentração (56,1%) (p<0,05). A porcentagem de 
espermatozóides vivos em pacientes com menor e maior motilidade foi 
respectivamente de 58,3% e 64,9% (p>0,05) e apoptóticos de 32,6% e 32,4% 
(p>0,05), antes do congelamento e, após o descongelamento esta diferença também 
não obteve significância estatística. Com relação à morfologia (£ 8 e > 8), a análise 
antes do congelamento, evidenciou que a porcentagem de espermatozóides vivos 
foi de 61,1% e 62,0%, respectivamente e apoptóticos de 31,7% e 33,3% (p>0,05), 
após o descongelamento estas análises não evidenciaram diferença estatística. 
Antes do congelamento houve correlação entre espermatozóides vivos e sua 
concentração (p<0,05); correlação negativa entre a concentração de 
espermatozóides e apoptose (p<0,05); e correlação entre motilidade e apoptose 
(p<0,05). CONCLUSÕES: Em homens com menor concentração espermática houve 
maior proporção de espermatozóides com apoptose antes do congelamento e após. 
Não foi encontrado associação entre a motilidade e morfologia com a apoptose 
antes do congelamento ou após. A peroxidação lipídica, antes e após o 








Basic semen analysis does not give us sufficient data to predict sperm survival once 
those are submitted to cryopreservation process stress. This study aim to check 
whether or not a correlation between basic semen analysis characteristics (sperm 
concentration, motility and morphology) and apoptosis percentage and lipid 
peroxidation (before and after freezing/thawing) is observed. MATERIALS AND 
METHODS: This is a cohort, prospective, analytic, transversal study performed in an 
academic tertiary infertility center. Patients; Men undergoing evaluation for infertility 
at the Jones Institute andrology laboratory. Interventions; Sperm preparation was 
performed by density-gradient separation followed by cryopreservation and thawing. 
Main results studied; Plasma membrane phosphatidylserine translocation was 
assessed by annexin V binding, spontaneous lipid peroxidation by 
spectrophotometric assay and motion parameters by computer assisted semen 
analyzer. RESULTS: There was a higher percentage of apoptotic sperm before 
freezing in patients with lower sperm concentration (41,4%) compared to patients 
with higher concentration (23,6%) (p=0,01) and less live sperm percentage 49,7% 
and 73,4%, respectively (p=0,004). After freezing/thawing the percentage of live 
sperm was less in patients with less sperm concentration (42,6%) comparing to 
patients with higher concentration (56,1%) (p=0,06). No correlation was observed 
between either motility or sperm morphology and annexin V binding before freezing 
or after thawing. And also no correlation was detected between lipid peroxidation 
before or after freezing/thawing to any of basic semen analysis parameters. 
CONCLUSIONS: In these men studied: [1] Men with lower sperm concentration had 
higher proportion of spermatozoa showing apoptosis before and after 
freezing/thawing. [2] No association was observed between motility and morphology 
with annexin V binding before or after freezing/thawing. [3] Lipid peroxidation before 
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1 INTRODUÇÃO 
 
A infertilidade conjugal consiste em não concepção após um ano de 
intercurso sexual freqüente sem utilização de qualquer método anticoncepcional 
(PATH, 1997). Afeta aproximadamente 8 a 12% dos casais em todo o mundo, 
“acometendo portanto 50  a 80 milhões de pessoas”, sendo que em algumas áreas 
da África até um terço dos casais apresentam infertilidade (RHO,2006). É uma 
condição que acarreta sérios impactos ao casal do ponto de vista psicossocial, 
médico e econômico. A probabilidade de se conseguir uma gestação em um só ciclo 
menstrual está em torno de 25% na espécie humana mas, via de regra, os casais 
não possuem essa informação e têm uma expectativa pouco realista, o que traz 
ainda mais frustrações. 
O fator masculino contribui com cerca de 19% das causas de infertilidade 
conjugal; causas femininas exclusivas são responsáveis por 46,7%. Em 18% das 
vezes observa-se uma combinação desses fatores e os 16,3% restantes se devem à 
infertilidade sem causa aparente e outros fatores como: anormalidades 
cromossômicas, doença grave, quimioterapia por câncer, problemas imunológicos  
(CDC, 2003). Estudos mais recentes evidenciam que o fator masculino é 
responsável por 50% da infertilidade de casais em idade reprodutiva (CORTÉS-
GUTIÉRREZ et al., 2007).Com isso, percebe-se a importância do correto manejo do 
fator masculino para que se obtenha sucesso no tratamento da infertilidade por essa 
causa, incluindo as técnicas de reprodução assistida à qual esses casais poderão 
ser submetidos.  
Não há uniformidade no entendimento e definição do grupo de homens 
inférteis. O espermograma é o primeiro exame através do qual se detectam causas 
de infertilidade masculina. De acordo com os critérios da OMS - Organização 
Mundial de Saúde (WHO, 1999), o espermograma é classificado de acordo com a 
concentração de espermatozóides, motilidade e morfologia (análise seminal básica) 
permitindo a caracterização em amostras normais, subnormais e anormais. 
Assume-se que os homens que preenchem os critérios da OMS para o 
espermograma normal são potencialmente férteis. No entanto, os resultados não 
fornecem uma precisa informação diagnóstica e prognóstica para fertilidade humana 
in vivo ou in vitro (BOSTOFTE et al., 1982; JEULIN et al., 1986). De acordo com 
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Aitken (2006), a análise seminal básica tem um valor clínico limitado em predizer a 
fertilidade pois muitos estudos independentes têm mostrado que esse conceito é 
falho e, na realidade, não é o número absoluto de espermatozóides que determina a 
fertilidade, mas sua competência funcional.  
Por esse motivo, vários outros testes de avaliação e de função espermática 
humana têm sido desenvolvidos. Entre esses estão: morfologia de espermatozóides 
normal (critério estrito) (MENKVELD et al., 1990), avaliação da motilidade assistida 
por computador (DAVIS e KATZ, 1992), teste hipo-osmótico (JEYENDRAN et al., 
1984), análise de anticorpos anti-espermatozóides através da Reação Mista de 
Aglutinina - MAR (BRONSON et al., 1984), teste para maturidade nuclear de 
espermatozóides (LIU et al., 1988), penetração de oócito de hamster livre de zona 
pelúcida (YANAGIMACHI et al., 1986) e aderência do espermatozóide na zona 
pelúcida de oócitos humanos (BURKMAN et al., 1988) que permitem não só obter 
informação sobre a capacidade de fertilização do espermatozóide humano, como 
também avaliar sua habilidade na manutenção de um desenvolvimento embrionário 
normal (AITKEN, 2006). 
No entanto, apesar desses testes fornecerem uma informação adicional 
valiosa, que pode ajudar no diagnóstico de normalidade masculina para a fertilidade, 
não existe um teste único de função espermática que possa fazer esta afirmação 
com acurácia.  A falha na fertilidade, por outro lado, é prevista e no geral pode ser 
afirmada em casos em que há uma absoluta desordem afetando todos os 
espermatozóides, como azoospermia ou total ausência de formas normais na 
morfologia.  
Infelizmente, os parâmetros regulares investigados na análise seminal básica 
ou em testes de função espermática não permitem predizer o potencial de 
fertilização desses espermatozóides. Embora o oócito possa ser não fecundável, 
tentativas de fertilização in vitro passaram a ser utilizadas como teste diagnóstico 
que para avaliar a existência ou não de fator masculino na infertilidade. 
Na abordagem da reprodução humana freqüentemente faz-se necessário o 
congelamento do sêmen por vários motivos, dentre eles: a) ausência do 
companheiro no período em que se realizará a inseminação intra-uterina ou o 
processo de reprodução assistida (fertilização in vitro – FIV ou injeção intra-
citoplasmática de espermatozóide – ICSI); b) dificuldade em obter-se a amostra no 
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momento necessário pela pressão psicológica sobre o homem. Nesses casos, opta-
se por uma coleta antecipada, com subseqüente congelamento do sêmen. 
Para o tratamento da infertilidade dos casais, nas situações em que o 
companheiro não possui espermatozóides ou estão muito alterados, algumas vezes 
recorre-se ao uso de sêmen doado por outro homem. A Sociedade Americana para 
Medicina Reprodutiva - ASRM determinou como obrigatório o cumprimento de uma 
período de seis meses antes que a amostra criopreservada do doador seja 
autorizada para uso em reprodução assistida, com o intuito de evitar o risco de 
transmissão de doenças infecciosas como a AIDS, por exemplo (THE AMERICAN 
FERTILITY SOCIETY,1990). Com isso, torna-se desejável conhecer os fatores que 
possam interferir no resultado do sêmen criopreservado.  
Pelo fato de ser uma célula pequena, existir usualmente em grande número, 
ser de fácil obtenção, conter pouco citoplasma e menos água que o oócito e os 
embriões, o espermatozóide é uma célula ideal para o congelamento.  
De acordo com Leibo et al. (2002), a criopreservação requer que todas as 
atividades celulares sejam interrompidas para que se mantenha a estabilidade 
estrutural e funcional do espermatozóide após o descongelamento. Para tal, a célula 
é exposta às temperaturas de congelamento e durante este processo é importante a 
retirada de grande parte da água presente no meio intracelular para evitar a 
formação de cristais de gelo no interior da célula, o que acarretaria roturas da 
membrana plasmática e alterações de organelas, dentre outros efeitos deletérios. 
Assim, no processo de congelamento são utilizadas substâncias crioprotetoras e 
determina-se a temperatura ideal e o período de exposição a essas temperaturas. 
 Existem substâncias crioprotetoras permeáveis (glicerol, dimetilsulfóxido – 
DMSO e propanediol) e não permeáveis (sacarose e trehalose). Durante a 
criopreservação, as células inicialmente diminuem de volume quando expostas a 
essas substâncias que ocasionam um meio hipertônico. Elas retornam ao volume 
normal após a entrada dos crioprotetores permeáveis no seu interior. À medida que 
a água extracelular congela, há um aumento da osmolaridade extracelular devido a 
ação das substâncias não permeáveis. Isso faz com que haja mais saída de água 
intracelular. O resfriamento não deve ser feito muito rapidamente pois pode congelar 
a água intracelular antes de sua saída para o espaço extracelular (MORSHEDI, 
1996).   
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 O descongelamento é outra importante fase do processo de criopreservação 
e depende significativamente da velocidade da queda de temperatura durante o 
resfriamento/congelamento, isso é, da queda de temperatura a que foi exposto o 
sêmen durante a criopreservação. Uma amostra congelada com índice rápido 
deverá ser descongelada também com índice rápido; o mesmo é verdade para uma 
amostra congelada vagarosamente (HAMMERSTEDT et al., 1990). 
Poucos danos genéticos podem ocorrer às células após serem congeladas 
em temperaturas muito baixas (-196°C). Uma possível reação nessas temperaturas 
seria a formação de radicais livres, com decorrente lesão de macromoléculas. Foi 
relatado que demoraria 3,2 x 104 anos para que células criopreservadas em 
dimetilsufóxido (DMSO) acumulassem um dano cromossômico letal equivalente à 
exposição aos Raios-X em temperatura de 22°C (MAZUR, 1984). Sendo assim, é 
bastante segura a manutenção prolongada do sêmen criopreservado, sendo 
possível obter gravidez após longo período (SCHUFFNER et al., 2004). 
 A criopreservação pode levar a vários danos estruturais e modificações 
funcionais dos espermatozóides. A danificação da viabilidade, motilidade, velocidade 
e potencial de fertilização dos espermatozóides deve-se parcialmente a distúrbios da 
integridade da membrana plasmática e a outros fatores ainda não definidos 
(CRITSER et al., 1987; MCLAUGHLIN et al. 1992; CENTOLA et al., 1992; SHARMA 
E AGARWAL, 1996; WANG et al., 1997a,b; ZINI & LIBMAN, 2006). 
A clivagem do ácido desoxirribonucléico – DNA pode levar à formação de  
fragmentos em dupla hélice com baixo peso molecular, assim como hélice única com 
alto peso molecular. Essas fragmentações podem ser detectadas através do 
“terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling” (TUNEL). 
Duru et al. (2001b), não verificaram dano significativo do DNA, medido por meio do 
TUNEL, em espermatozóides humanos após congelamento/descongelamento.  
Durante as fases iniciais de distúrbios da função da membrana, a assimetria 
de fosfolipídios dessa estrutura ocorre antes de um dano progressivo em sua 
integridade. Sob diferentes cenários biológicos, distúrbios da função da membrana 
estão associados com a translocação da fosfatidilserina do folheto interno para o 
externo da membrana (FADOK et al., 1992). Essa translocação pode ser identificada 
através da aderência da fosfatidilserina à anexina V, método amplamente aceito 
como uma determinação  precoce de rompimento da integridade da membrana em 
células danificadas (MARTIN et al., 1995; VERMES et al., 1995; BARROSO et al., 
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2006). Essa alteração de membrana é um dos eventos mais precoces de morte 
celular programada, que se denomina apoptose (VERMES et al., 1995; BARROSO 
et al., 2006). A integridade da membrana plasmática, através de um determinado 
marcador (externalização da fosfatidilserina), é usada para determinar a 
porcentagem de apoptose. 
Foi relatado recentemente que a anexina V (a qual adere seletivamente a 
fosfatidilserina translocada) é mais sensível em detectar uma deterioração de função 
de membrana do que a coloração com iodeto de propídio em amostra de sêmen 
criopreservado/descongelado de homens doadores e pacientes consultando por 
infertilidade (GLANDER E SCHALLER, 1999). Anzar et al. (2000) utilizaram esse 
método em espermatozóides bovinos e sugeriram que ele pode ser usado para 
detectar a integridade de membrana em espermatozóides 
congelados/descongelados.  
Foi relatado que a enzima transferase aminofosfolipídica intermedeia 
especificamente uma rápida translocação de aminofosfolipídio do folheto externo 
para o folheto interno da membrana plasmática, dependente de trifosfato de 
adenosina (ATP) em espermatozóides de carneiro (MULLER et al., 1999) e de porco 
(GADELLA et al., 1999) (Vide figura 01). Em espermatozóides congelados de 
carneiro, o seqüestro de fosfatidilserina para o folheto interno da membrana 
plasmática é mantido íntegro em células intactas, mas não nas com algum 
comprometimento (MULLER et al., 1999). Se a atividade dessa enzima é inibida em 
espermatozóide humano criopreservado, espera-se que haja uma externalização de 
fosfatidilserina aumentada. 
Recentemente foi relatada uma correlação significativa entre a ligação com a 
anexina V e a porcentagem de espermatozóides linearmente móveis e a velocidade 
direta linear desses gametas (GLANDER E SCHALLER, 1999). Estes autores 
explicaram essa correlação com a hipótese de que possa haver uma relação entre a 
estrutura da membrana e a motilidade dos espermatozóides. Schüffner et al. (2002) 
encontraram uma associação entre perda da motilidade de espermatozóides 
humanos selecionados, com alta motilidade, e a externalização da fosfatidilserina 
quando incubados por um período de até 24 horas. 
O conteúdo fosfolipídico da membrana diminui após criopreservação, sendo 
mais pronunciadas as perdas da fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (ALVAREZ e 
STOREY, 1992). Foi relatado que fosfolipídios que normalmente se localizam na 
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porção interna da membrana plasmática movem-se para a porção externa durante a 
criopreservação/descongelamento (GLANDER e SCHALLER, 1999; SCHUFFNER et 
al., 2001a, HARRISON & GADELLA, 2005). Espermatozóides de carneiro, quando 
congelados/descongelados apresentam translocação de fosfatidilglicerol para o 
folheto externo (HINKOVSKA-GALCHEVA et al., 1989). A difusão lipídica através da 
membrana plasmática está bastante comprometida em espermatozóides humanos 
congelados/descongelados quando comparados com espermatozóides a fresco 
(JAMES et al., 1999).  
 
Figura 01: Translocação de fosfatidilserina para o folheto interno da membrana 
plamástica dependente do trifostato de adenosina (ATP) 
 
Os espermatozóides humanos têm uma alta concentração de ácidos graxos 
poli-insaturados em sua membrana (JONES et al., 1979) e pouca proteção 
adequada com antioxidante (ALVAREZ et al., 1987). Ácidos graxos poli-insaturados 
são necessários para eventos de fusão da membrana associados à fertilização 
(STOREY, 1997); no entanto, a presença deles acarreta uma vulnerabilidade para os 
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danos peroxidativos (JONES et al., 1979). Sob várias condições de tensão oxidativa, 
o início da cascata da peroxidação lipídica resulta em perda da fluidez e prejuízo da 
função espermática (AITKEN et al., 1989; AITKEN & BAKER, 2006). 
O estresse da membrana é uma transição de fase encontrada na membrana 
plasmática durante congelamento/descongelamento, que a torna propensa às 
roturas precoces. Esse estresse contribui mais que a peroxidação lipídica para o 
criodano sub-letal em espermatozóides (ALVAREZ E STOREY, 1992; ALVAREZ E 
STOREY, 1993; BELL et al.,1993). 
Em estudos realizados para acessar a integridade do espermatozóide 
humano através de avaliação da membrana plasmática (anexina V) e do DNA 
(TUNEL) em amostras criopreservadas/descongeladas (DURU et al., 2000; DURU et 
al., 2001 a, b; SCHUFFNER et al., 2001 a, b) e outras incubadas por vários períodos 
de tempo à 37oC (SCHUFFNER et al., 2002), verificou-se que os espermatozóides 
de homens doadores de sêmen sempre apresentavam melhores resultados, em 
relação a homens subférteis, com respeito a esses marcadores de funcionalidade da 
membrana plasmática e integridade de DNA. 
A Sociedade Americana para Medicina Reprodutiva publicou critérios para 
que se obtenha maior sucesso na seleção de doadores de sêmen com melhores 
taxas de criosobrevivência de espermatozóides.  As características da análise 
seminal básica como número de espermatozóides móveis > 50 x 106/ml e 
movimentação ativa propulsiva > 60%, são alguns parâmetros que podem predizer 
um maior sucesso com o congelamento de sêmen (THE AMERICAN FERTILITY 
SOCIETY, 1993). No entanto, não se conhece o mecanismo específico pelo qual 
essas características do espermograma resultariam em melhor criosobrevivência. 
Este estudo foi feito para avaliar a associação entre as características do 
espermograma (concentração de espermatozóides, motilidade e morfologia), a 
translocação da fosfatidilserina (avaliada através da aderência à anexina V como 
marcador da apoptose) e a aferição da peroxidação lipídica (medida através de 
leitura espectrofotométrica) com o objetivo de tentar identificar os casos com mal 
prognóstico na criopreservação/descongelamento a partir das características do 
espermograma. A justificativa é que a identificação de tais casos poderia evitar  
desgastes psicológicos e econômicos nesses pacientes. Além disso, poder-se-ia 
ainda propor a necessidade de uma outra abordagem para a 
criopreservação/descongelamento em determinados pacientes. 
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A avaliação foi realizada em pacientes que se submeteram a um 
espermograma no laboratório de Andrologia do Jones Institute for Reproductive 
Medicine na Eastern Virginia Medical School, Norfolk, EUA. 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo Geral 
 
 Avaliar se existe associação entre a concentração, motilidade e morfologia de 
espermatozóides humanos e a porcentagem de apoptose e peroxidação lipídica,  
antes e após criopreservação do sêmen. 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
2.2.1 Estudar a associação entre a concentração de espermatozóides e 
alteração de membrana plasmática, no pré e pós congelamento dos 
espermatozóides; 
2.2.2 Pesquisar a associação entre a motilidade de espermatozóides e 
alteração de membrana plasmática, no pré e pós congelamento dos 
espermatozóides; 
2.2.3 Avaliar a associação entre a morfologia de espermatozóides e 
alteração de membrana plasmática, no pré e pós congelamento dos 
espermatozóides; 
2.2.4 Avaliar a associação entre peroxidação lipídica e alteração de 
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A apoptose1 foi primeiro descrita por Kerr et al. (1972) que identificaram um 
processo de morte celular distinto da necrose. Uma característica que distingue as 
duas formas de morte celular é que a apoptose resulta de um processo fisiológico 
normal na ontogenia enquanto a necrose é caracterizada por edema citoplasmático 
até o ponto de rotura celular e desintegração dos constituintes celulares e nucleares. 
Adicionalmente, a necrose em tecidos é acompanhada por inflamação marcante e 
retirada de restos celulares. Os investigadores também sugeriram que a apoptose 
exercia uma função vital na manutenção da homeostase normal do tecido e durante 
o desenvolvimento embrionário.  
A determinação de apoptose por aqueles autores era baseada em critérios 
morfológicos. As células classificadas como apoptóticas tinham pronunciada 
condensação do núcleo celular. Uma outra característica marcante da apoptose era 
a formação de protuberâncias na membrana celular ou “bolhas” e subseqüente 
aparecimento do corpos apoptóticos. Observou-se que os corpos apoptóticos 
continham organelas celulares que pareciam estrutural e funcionalmente intactas. 
Outras células, em pouco tempo, fagocitavam os produtos resultantes da apoptose 
(KERR et al., 1972)  
Atualmente, esses critérios morfológicos são reconhecidos como 
característica de estágios tardios da apoptose. A apoptose precoce é hoje em dia 
facilmente detectada através de análises bioquímicas, cujas células seriam 
consideradas sadias se julgadas por critério morfológico. 
O principal marcador bioquímico durante a apoptose precoce em células 
somáticas é a translocação da fosfatidilserina (FS) para o folheto externo da 
membrana plasmática (VERMES et al., 1995; BARROSO  et al., 2006).  Durante 
toda a vida das células fisiologicamente normais, a exposição da FS no folheto 
externo da membrana plasmática é regulada por sistemas enzimáticos dependentes 
de energia. A transferase aminofosfolipídica (TAF), que é uma enzima seletiva para 
aminofosfolipídios como a FS e fosfatidiletanolamina (FE), direciona a FS para a 
  11 
porção interna da membrana plasmática (KAGAN et al., 2000). Um fosfolipídio 
escramblase facilita a migração de fosfolipídios em ambas as direções. Acredita-se 
que a contribuição de um terceiro sistema enzimático, denominado flopase 
(BEVERS et al., 1999), é pelo menos responsável pela manutenção da assimetria 
em células não-apoptóticas. 
A translocação da FS pode ocorrer através de vários mecanismos. Durante a 
apoptose, a TAF é inibida e a escramblase é ativada, resultando em uma 
transferência da FS para o folheto externo da membrana plasmática. Estas 
mudanças estimulam a remoção de células apoptóticas por fagocitose (FADOK et 
al., 1992; FADOK et al., 2001; HOFFMANN et al., 2001), como exemplificado na 
Figura 02. 
 
Figura 02: Translocação da fosfatidilserina para o folheto externo da membrana 
plasmática durante a apoptose. 
 
                                                                                                                                                        
1 O termo apoptose deriva da terminologia grega e é usado para descrever o desprendimento das 
folhas. 
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Existem algumas evidências de que a oxidação da FS ocorre durante a 
apoptose e que essa modificação pode afetar adversamente o reconhecimento da 
FS pela TAF e escramblase (KAGAN et al., 2000). A oxidação de resíduos de 
cisteína por espécies de oxigênio reativo na TAF inativa essa enzima (HERMANN & 
DEVAUX, 1990; DE JONG et al., 1997; MORROT et al., 1989). Dessa forma, a falha 
da TAF em catalisar a internalização da FS pode ser devido a uma inabilidade da 
enzima em reconhecer a FS oxidada ou talvez devido à inativação da TAF por 
Espécies de Oxigênio Reativo – EOR. A oxidação da FS, assim como de outros 
fosfolipídios, pode também aumentar suas tendências em se translocar 
espontaneamente para a porção externa da membrana plasmática (HAMPTON et 
al., 1996).  
Durante o processo de criopreservação, podem ocorrer mudanças nesse 
sistema enzimático alterando, portanto, a distribuição fosfolipídica da membrana 
plasmática dos espermatozóides. Em espermatozóides criopreservados de carneiro, 
a interiorização da fosfatidilserina endógena é mantida em células intactas, mas não 
em células danificadas (MULLER et al., 1999). Além disso, nesse sistema, a 
atividade da translocase aminofosfolipídica, enzima responsável pela interiorização 
da fosfatidilserina, está significativamente reduzida em células intactas. 
Durante a apoptose, a liberação do citocromo C pela mitocôndria pode ser um 
evento chave na modificação oxidativa da FS. Essa liberação ocorre 
concomitantemente com um grande aumento intracelular na produção das EOR e 
liberação no citossol (CAI & JONES, 1998). Estas EOR podem ser responsáveis 
diretos pela oxidação da FS. Kagan et al. (2000) sugeriram que o citocromo C deve 
oxidar a FS na face interna da membrana plasmática e causar um aumento na 
translocação da FS oxidada. 
Um evento precoce na apoptose é a redução no potencial da membrana 
mitocondrial (DYm) (BARROSO et al., 2006). Isso ocorre prévio à conclusão da 
fragmentação do DNA intracelular em fragmentos oligonucleossômicos. Acredita-se 
que ocorra a diminuição no DYm devido à formação de poros na membrana 
mitocondrial interna durante transição da permeabilidade. A transição da 
permeabilidade dos poros desestabiliza o DYm por facilitar o equilíbrio dos 
gradientes iônicos entre o citoplasma e a matriz mitocondrial. 
  13 
Os critérios para os achados morfológicos de apoptose em células somáticas 
seriam de pouco uso para a avaliação dos espermatozóides ejaculados. Como 
resultado de uma espermatogênese normal, o DNA espermático já está altamente 
condensado e em uma forma inativa. Embora os espermatozóides apresentem 
retenção citoplasmática, uma anomalia que poderia ser confundida com a formação 
de bolhas da membrana plasmática, isso também é relativamente comum na 
espermatogênese, embora seja considerado como um marcador de uma 
espermatogênese incompleta ou como um indicador para espermatozóides imaturos. 
A retenção citoplasmática é composta de material celular desnecessário ou 
descartado, não usado durante a espermatogênese, e é normalmente fagocitado 
pelas células de Sertoli (BARROSO et al., 2006). 
Uma vez que os critérios morfológicos para demonstrar apoptose em 
espermatozóides ejaculados são descartados pela formação peculiar desse tipo de 
célula, devem ser utilizados critérios bioquímicos para sua avaliação. 
A fragmentação do DNA, um importante produto terminal da apoptose, foi 
encontrado em espermatozóides. Essa fragmentação poderia ter causas variadas e 
estar associada a altos níveis de produção de espécies de oxigênio reativo – EOR 
(AITKEN et al. 1998), à falta de proteção antioxidante e à infiltração de leucócitos 
(AITKEN & BAKER, 2006), e à deficiência de protamina (ZINI & LIBMAN, 2006).  
Embora a sugestão de que o espermatozóide sofra apoptose seja intrigante, 
nenhuma evidência foi demonstrada até o momento que indique que esse processo 
realmente ocorra. Estudos recentes têm indicado que a translocação da FS ocorre 
durante o processo de reação acrossômica (GADELLA & HARRISON, 2000; 
GADELLA & HARRISON, 2002). A aderência à anexina V em espermatozóide 
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3.2 Peroxidação Lipídica 
 
 Como qualquer célula que vive em condições aeróbicas, os espermatozóides 
produzem EOR, a maior parte originado da atividade metabólica normal. Os 
espermatozóides e o plasma seminal contêm várias substâncias inibidoras das EOR, 
como as enzimas superóxido dismutase (ALVAREZ et al., 1987), catalase (JEULIN 
et al., 1989) e o sistema glutationa peroxidase/redutase (ALVAREZ e STOREY, 1989 
e albumina (ALVAREZ e STOREY, 1983). 
 O equilíbrio entre a geração e retirada das EOR, assim como o momento e a 
localização da entrada em contato do espermatozóide com a EOR, determina o 
efeito observado. Produção excessiva de EOR que supere sua retirada parece estar 
relacionada com infertilidade masculina (IWASAKI e GAGNON, 1992).  
Aitken e Krausz (2001), em artigo de revisão, assinalam que a importância 
das EOR na motilidade espermática foi descrita pela primeira vez por Macleod, em 
1943, que observou uma queda rápida da motilidade na presença de altas tensões 
de oxigênio. Vários artigos têm confirmado que as espécies de oxigênio reativo, 
incluindo o peróxido de hidrogênio (AITKEN E CLARKSON, 1987; ALVAREZ et al., 
1987; AITKEN et al., 1993; OEHNINGER et al., 1995), superóxido (DE LAMIRANDE 
& GAGNON, 1993; DE LAMIRANDE et al., 1998), e óxido nítrico (ZINI et al., 1995) 
tem efeito deletério sobre o espermatozóide. Acredita-se que os danos induzidos 
pelas EOR se devem à peroxidação lipídica. 
Relatos iniciais na geração de EOR pelo espermatozóide sugeriam que as 
células anormais geravam maior quantidade de EOR que as normais. A presença de 
excesso de citoplasma, ou retenção citoplasmática, é o maior determinante da 
geração de EOR pelo espermatozóide (RAO et al., 1989; AITKEN, 1995; GOMEZ et 
al., 1996; OLLERO et al., 2001). De acordo com Gil-Guzman et al. (2001), há uma 
variação célula/célula significante na produção de EOR em subtipos de 
espermatozóides humanos em diferentes estágios de maturação, sendo que a maior 
produção de EOR ocorre em espermatozóides com morfologia anormal da cabeça e 
retenção citoplasmática e a menor em espermatozóides maduros e em células 
germinativas imaturas. A retenção citoplasmática é um fenótipo celular associado 
com a imaturidade devido à liberação do espermatozóide do epitélio germinativo 
(HUSZAR & VIGUE 1994; HUSZAR et al., 1998), sendo sugerido por Aitken e 
Krausz (2001) que o defeito base talvez esteja numa incapacidade das células de 
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Sertoli em remover de forma suficiente o citoplasma residual do espermatozóide 
antes que ele seja liberado desse epitélio. 
Embora quantidades excessivas de EOR causem problemas aos 
espermatozóides, concentrações baixas e controladas das mesmas EOR têm uma 
importante função na fisiologia espermática, mais precisamente na aquisição do 
potencial de fertilização (O’FLAHERTY et al., 2005). As EOR envolvidas na 
hiperativação, capacitação espermática e reação acrossômica in vitro podem variar 
dependendo das condições experimentais, mas todos os dados convergem em 
definir o processo como “oxidativo”. Os espermatozóides por si parecem ser uma 
fonte de EOR, mas contribuições de fluidos e células do trato genital feminino 
também é possível, embora ainda não demonstrado. 
O espermatozóide é uma célula altamente diferenciada. Sua membrana 
plasmática sofre alteração lipídica (CROSS, 2003; DE VRIES et al., 2003) e 
demonstra polaridade e mobilidade lateral de glicolipídios sobre sua superfície 
(GADELLA et al., 1994) durante o processo de capacitação espermática. A grande 
quantidade de fosfolipídios poli-insaturados na membrana plasmática do 
espermatozóide tornam os espermatozóides mais vulneráveis à peroxidação lipídica 
(BROUWERS et al., 1998). Quanto maior a temperatura e concentração de oxigênio 
no meio, maior a taxa de peroxidação lipídica medida através da produção de 
malonaldeído (ALVAREZ et al., 1987). Inversamente, quanto maior a atividade das 
enzimas antioxidantes, menor a taxa de peroxidação lipídica (ALVAREZ et al., 1987). 
O equilíbrio entre esses fatores determina a taxa final de peroxidação lipídica in vitro. 
Em uma revisão, Lenzi et al. (1996) publicaram que várias doenças 
andrológicas, incluindo varicocele, infecções e inflamações genitais sem germes, 
têm sido associadas com um aumento no risco de peroxidação lipídica. As mesmas 
doenças induzem vários efeitos clínicos e biológicos, como modificações na 
microcirculação, estase venosa e subseqüente hipóxia, ativação leucocitária e 
necrose celular, tudo isso aumentando as EOR no sêmen. E ainda, repetida 
centrifugação espermática pode aumentar a geração de EOR, possivelmente devido 
à ativação mecânica de sistemas celulares.  
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4 SUJEITOS E MÉTODOS 
 
4.1 Desenho da Pesquisa 
 
Foi realizado um estudo coorte, prospectivo, analítico, transversal.  
 
4.2 Seleção dos Sujeitos 
 
Foram incluídos no estudo os pacientes portadores de infertilidade primária 
que se submeteram à avaliação no Laboratório de Andrologia do Jones Institute for 
Reproductive Medicine, na Eastern Virginia Medical School, Norfolk, EUA, no 
período de janeiro a abril de 2001. 
 
4.3 Critérios de Inclusão 
 
Homens submetidos à avaliação durante investigação de infertilidade: 
· Com período de abstinência sexual de 2-4 dias; 
· Contagem leucocitária no espermograma menor que 1x 106/ml, avaliada 
através da técnica de peroxidase; 
· Teste de anticorpo anti-espermatozóide negativo no sêmen; 
· Espermograma com concentração de espermatozóides maior que 20 x 
106/ml, com intuito de fornecer número suficiente de células para as 
diversas análises; 
· Tenham lido, entendido e assinado o Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido. 
 
4.4 Critérios de Exclusão 
 
· Pacientes fumantes (qualquer número de cigarros por dia); 
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4.5 Tamanho Amostral 
 
Após a aplicação dos critérios de inclusão e exclusão, foram selecionadas 
amostras de ejaculados de 16 pacientes submetidos à avaliação em clínica de 
infertilidade. 
 
4.6 Definição das Variáveis 
 
4.6.1 Variáveis  Independentes  
  
Cada elemento da Análise Seminal básica (concentração de 
espermatozóides, motilidade e morfologia) foi considerado variável independente. 
Após a liquefação por 30 minutos a 37°C, os seguintes elementos da análise 
seminal básica foram estudados: 
· Concentração de Espermatozóides: objetivamente avaliada usando um 
Hamilton-Thorne® analisador computadorizado assistido de sêmen 
(computer assisted semen analyzer- CASA) IVOS versão 10.8 (Hamilton 
Thorne Research, Beverly, Massachussets, MA, EUA). As medidas eram 
duplicadas e manualmente monitorizadas. Esses parâmetros estavam de 
acordo com a Organização Mundial de Saúde (WHO, 1999). Variável 
contínua, posteriormente foi categorizada em 20-60 x106/ml e > 60 
x106/ml. 
· Motilidade de Espermatozóides: objetivamente avaliada usando o 
mesmo HTM-IVOS analisador de sêmen (Hamilton Thorne Research, 
Beverly, Massachussets, MA, EUA) e as medidas manualmente 
monitorizadas. Esses parâmetros estavam de acordo com a OMS (WHO, 
1999). Variável contínua, foi dividida posteriormente em duas categorias: 
£ 75% e > 75%. 
· Morfologia dos espermatozóides: foi feita colocando-se 5 ml de sêmen 
sobre uma lâmina de microscópio e espalhando a gota com uma 
segunda lâmina. As lâminas eram secas a 37°C. Esfregaços secos eram 
corados com o corante Diff-Quik  (Dade Behring AG, Düdingen, Suíça). 
Foram analisados pelo menos 200 espermatozóides por 2 diferentes 
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observadores utilizando o Critério Estrito (MENKVELD et al., 1990). Esta 
variável foi categorizada segundo a proporção de espermatozóides 
normais em duas categorias: £ 8% e > 8%. 
 
4.6.2  Variáveis Dependentes 
 
· Ligação da anexina V à porção externa da membrana plasmática, com 
três categorias: vivos, apoptóticos e mortos; 




A análise seminal básica era imediatamente seguida pela preparação dos 
espermatozóides para a realização do restante das avaliações. 
 
4.7.1 Preparação dos Espermatozóides 
 
Para cada amostra, a fração com espermatozóides com alta motilidade foi 
isolada através do gradiente descontínuo (camadas 90% e 45%) usando Percoll® 
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, EUA). O Percoll® isotônico foi preparado 
misturando Percoll® com meio de cultura Human Tubal Fluid (HTF – fluido tubário 
humano, Irvine Scientific, Santa Ana, EUA) concentrado 10X numa razão 1:10. A 
mistura resultante foi usada com Percoll® isotônico 100%. Percoll® isotônico 90% foi 
preparado adicionando o meio HTF numa razão 1:10. O Percoll® isotônico 45% foi 
preparado através da diluição 1:2 do Percoll® isotônico 90% com o meio HTF. A 
separação dos gradientes foi preparada colocando 1 ml do Percoll® isotônico 45% 
sobre 1 ml do Percoll® isotônico 90% em um tubo de centrifugação cônico de 15 ml 
(Fisher Scientific, EUA). Cuidou-se na colocação dessas camadas para evitar que 
elas se misturassem e para preservar uma interface estável entre as duas camadas. 
Um máximo de dois ml de sêmen era cuidadosamente colocados no topo do 
gradiente (Percoll® 90%). Amostras com mais de 2 ml eram divididas em 
quantidades iguais em vários tubos de centrifugação. 
A centrifugação foi realizada a 546 xg por 20 minutos. A população de células 
no sedimento, na base do Percoll 90% foi coletada e lavada com HTF a 425 xg por 
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10 minutos. O sobrenadante foi removido e descartado e o sedimento ressuspenso 
em HTF. Nenhuma albumina humana ou outra fonte de proteína foi utilizada para 
fossem evitados fatores de confusão na aferição da peroxidação lipídica (ALVAREZ 
e STOREY, 1983). 
 
4.7.2 Externalização da Fosfatidilserina 
  
A translocação da fosfatidilserina para o folheto externo da membrana 
plasmática foi avaliada através da sua ligação com a anexina e essa externalização 
foi quantificada. Para isso foi usado o kit annexin V-Cy3.18 (Apoptosis Detection Kit, 
Annexin V-Cy3; Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA). Com o objetivo da 
diferenciação entre células com ou sem translocação da fosfatidilserina e células 
necróticas, foi usado diacetato de 6-carboxifluorosceína (6-CFDA) em combinação 
com anexina V-Cy3.18. A não fluorescente 6-CFDA entra na célula e é convertida 
para um componente fluorescente o 6-carboxifluoresceína (6-CF). Essa conversão é 
uma função das estearases presentes somente em células vivas. Dessa forma, 
nenhuma fluorescência seria observada em células necróticas. 
Através da microscopia fluorescente, 6-CF é observada como fluorescência 
verde e Anexina V-Cy3.18 como vermelho. São três os padrões de fluorescência 
observados: [1] células normais vivas que se coram somente com 6-CF (verde) 
(Figura 03); [2] células vivas com translocação da fosfatidilserina, corando-se 
portanto com 6-CF (verde) e com anexina V-Cy3.18 (vermelho) (Figura 04); e [3] 
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Figura 03: Padrão de fluorescência observado em células normais vivas 
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Figura 05: Padrão de fluorescência observado em células necróticas 
 
 
A suspensão de espermatozóides da fração com alta motilidade era lavada 
com Fluido Tubário Humano (Human Tubal Fluid, HTF; Irvine Scientific, Santa Ana, 
CA, EUA) suplementado com 0.3% de albumina humana sérica (Human Serum 
Albumin, HSA, Irvine) e a concentração ajustada para 10x106/ml. Este valor foi 
estabelecido após estudo piloto para determinar qual concentração ideal para se 
conseguir uma boa leitura através do microscópio de imunofluorescência utilizando 
esta técnica (anexina V), sem que fosse necessária uma concentração inicial no 
espermograma muito elevada. Duplicadas de 25 ml da suspensão com 
espermatozóides foram colocadas em uma lâmina com camada de poly-L-lisina e 
coradas com solução 6-CFDA e Ann V-Cy3 na presença de cálcio. Depois de uma 
incubação no escuro por 10 minutos, lavou-se essa suspensão já na lâmina, apenas 
para melhorar o fundo, duas vezes, num intervalo de 10 minutos. A seguir, 
adicionou-se 3 ml de uma solução anti-descolorimento para minimizar a perda de 
fluorescência. Depois disso, a lâmina era coberta com uma lamínula 24x50 mm e 
imediatamente lida por dois investigadores usando um microscópio de fluorescência 
(Eclipse 600, Nikon, New York, EUA) num aumento de 600x com filtro ultravioleta de 
excitação/barreira (450-490 nm/515 nm). Pelo menos 200 espermatozóides foram 
contados por lâmina.  
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4.7.3 Peroxidação Lípidica 
 
As frações de espermatozóides purificados com alta motilidade numa 
concentração de 20x106/ml foram avaliadas para peroxidação lipídica (LPO) pré-
congelamento e pós-descongelamento usando o kit ensaio LPO-586 (LPO-586 
Byotech SA, Portland, OR, EUA) de acordo com instruções do fabricante. O ensaio 
envolve um “endpoint” espectrofotométrico e é capaz de detectar tanto 
malondialdeído (MA) quanto 4-hidroxialquenal (4HA). A quantidade de LPO nas 
amostras pré-congelamento eram avaliadas em alíquota com ou sem o meio de 
criopreservação (TYB-G). Isso foi feito devido a que em experimentos preliminares 
foi observado LPO sob incubação por 30 minutos com TYB-G em temperatura 
ambiente (dado não mostrado). A avaliação das amostras pós-descongelamento era 
realizada seguindo duas lavadas a 380xg por 10 minutos (ALVAREZ e STOREY, 
1992) com o intuito de remover o TYB-G. 
 
4.7.4 Criopreservação de Espermatozóides e Descongelamento 
 
Existem substâncias crioprotetoras permeáveis (glicerol, DMSO e 
propanediol) e não permeáveis (sacarose e trehalose). Esses crioprotetores, quando 
adicionados à suspensão com espermatozóides, fazem com que a água intracelular 
se desloque para o meio extracelular devido à maior pressão osmótica do último, e 
resulte na diminuição do volume celular. A utilização de um crioprotetor permeável 
faz com que este penetre na célula, restaurando o seu volume inicial.  
Durante o processo de criopreservação, é necessário reduzir a temperatura. 
Quando ela atinge -5°C a -15°C, a nucleação de gelo ocorre inicialmente na água 
extracelular. O restante da solução ainda não congelada fica com uma pressão 
osmótica maior, devido à maior concentração de solutos, forçando dessa forma uma 
saída adicional de água do meio intracelular, alterando novamente o volume celular. 
Assim que a água sai da célula e congela, essa desidratação celular deve ser 
limitada para que não haja uma perda excessiva do volume celular. Isso pode ser 
contornado através de protocolos com índices mais rápidos de congelamento, mas 
este também não poderá ocorrer rápido demais. O congelamento muito rápido pode 
evitar a perda ideal do volume celular e ainda a formação de cristais de gelo 
intracelulares. Tempo suficiente deve ser dado para que a célula se torne 
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desidratada enquanto evita-se a diminuição exagerada de volume (índice de 
congelamento muito lento). 
Nesta pesquisa, suspensões de espermatozóides eram misturadas 
vagarosamente (100 mL a cada minuto), agitando-se gentilmente após cada adição 
do meio de congelamento (TEST-Yolk Buffer [tampão de gema de ovo]) contendo 
12% glicerol (Freezing medium, Irvine Scientific, cat # 9971) até que uma razão de 
volume 1:1 fosse atingida. Essa mistura era transferida para um criofrasco de 2.0 ml 
(Corning, cat # 430488) num volume de 0.4 ml por frasco, numa bandeja com altura 
regulável (Taylor-Wharton, EUA) e refrigerado (4°C) por uma hora. Depois, a mistura 
era congelada a 5 cm acima do nível superior do nitrogênio (~-78°C) por 20 minutos, 
através da colocação da bandeja, que se acopla à abertura do botijão de nitrogênio 
líquido. Então, os frascos eram carregados nos racks e posteriormente imersos no 
nitrogênio líquido a - 196°C. As espécimes eram descongeladas em banho-maria a 
42°C, por 4 minutos, após no mínimo 24 horas de armazenamento congelado. 
O descongelamento é também uma importante fase no procedimento da 
criopreservação. Depende significativamente dos índices de resfriamento e 
congelamento; uma das conseqüências do índice rápido de 
resfriamento/congelamento é a rápida retirada do calor do sistema. Como resultado, 
o calor latente liberado pelos locais de nucleações (cristais de gelo), à medida que 
cresce  torna-se insuficiente para se  equivaler com o que está sendo retirado pelo 
resfriamento. A conseqüência disso é a formação de pequenos núcleos. Se um 
método de descongelamento lento for usado para esse índice de 
resfriamento/congelamento, na temperatura de transição pequenos núcleos de gelo 
irão crescer e poderão danificar as células antes que sejam completamente 
descongeladas. Então tem-se como regra que uma amostra congelada via método 
rápido deverá ser descongelada também rapidamente (HAMMERSTEDT et al., 
1990).   
 
4.8 Coleta de Dados 
 
Os dados dos espermogramas e dos resultados dos testes de ligação da 
anexina V à porção externa da membrana plasmática e de peroxidação lipídica dos 
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pacientes foram registrados à medida que eram obtidos, num caderno específico 
para a pesquisa e posteriormente digitados para criar uma base de dados própria. 
 
4.9 Processamento e Análise dos Dados 
 
Foi preparado um programa de entrada de dados, para permitir a digitação e 
arquivo dos mesmos em um banco de dados e seu armazenamento em computador. 
A análise e estatística foi realizada através do teste não-paramétrico, não-pareado 
de Mann-Whitney para as variáveis quantitativas contínuas e análise por regressão 
linear múltipla para cada uma das variáveis dependentes. Os dados são 
apresentados com média ± erro padrão (EP). O nível de significância foi 
estabelecido como p<0.05.  
 
4.10  Aspectos Éticos 
 
Todos os experimentos desse estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa (Institutional Review Board - IRB) da Eastern Virginia Medical School, 
sob o número IRB 07-06-94-0292. Houve o cuidado ético em manter em sigilo o 
nome dos sujeitos envolvidos na pesquisa, conforme o que determina a Declaração 
de Helsinque. A identificação foi feita apenas pelo número do prontuário e número 
seqüencial dos sujeitos da pesquisa. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 Análise descritiva da amostra no tocante à integridade da membrana 
plasmática, peroxidação lipídica e características da análise seminal básica 
antes e após o congelamento. 
 
Com relação à integridade da membrana plasmática, antes e após o 
congelamento, encontrou-se que a porcentagem média de espermatozóide vivos, 
apoptóticos e mortos antes do congelamento foi de 61,6%, 32,5% e 6,0%, 
respectivamente. Após o congelamento/descongelamento, essas médias foram de 
49,4%, 42,9% e 7,7% respectivamente (Tabela 01). 
 
Tabela 01 - Valores descritivos para as variáveis dependentes referentes às  












Antes do congelamento      
Vivos 21 65,0 87 61,6 (17,1) 
Apoptóticos 12 30,5 57 32,5 (13,0) 
Mortos   0   4,5 32   6,0 (  8,1) 
Após o congelamento/ 
Descongelamento 
     
Vivos 20 55,5 75 49,4 (17,9) 
Apoptóticos 18 41,5 68 42,9 (13,8) 
Mortos   0   6,0 35   7,7 (  9,2) 
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Em relação à peroxidação lipídica antes e após o congelamento, na tabela 02 
verifica-se que o valor médio de MA + 4HA antes do congelamento e após o 
congelamento/descongelamento foi de 0,63 e  4,11 mmol/l/106 espermatozóide, 
respectivamente. 
 
Tabela 02 - Valores descritivos para as variáveis dependentes referentes à 
peroxidação lipídica, antes e após congelamento/descongelamento [n=16]. 
 
Peroxidação lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
Mínimo Mediana Máximo Média (EP) 
Antes do congelamento 0,02 0,16 2,27 0,63 (0,78) 
Após congelamento/ 
descongelamento 
0,60 2,77 11,43 4,11 (3,47) 
 
Em relação às características da análise seminal básica antes e após o 
congelamento, a tabela 03 mostra que a concentração média de espermatozóides 
foi de 81,6 x 106/ml, a motilidade média de 73,4 % e a morfologia normal em 9%. 
 
Tabela 03 - Valores descritivos para as variáveis independentes; concentração, 
motilidade e morfologia dos espermatozóides [n=16] 
 
Variável Mínimo Mediana Máximo Média (EP) 
Concentração (x106/ml) 28 69,0     162 81,6 (40,9) 
Motilidade (%) 45 75,0 91 73,4 (12,6) 
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5.2 Relação entre as características do espermograma e integridade da 
membrana plasmática no pré-congelamento. 
  
Com relação à concentração de espermatozóides e integridade da membrana 
plasmática no pré-congelamento, verificou-se que, antes do congelamento, quase 
três quartos dos espermatozóides estavam vivos e menos de 25% eram apoptóticos. 
Apenas 3% estavam mortos no grupo com concentração acima de 60 x 106/ml, 
enquanto apenas 50% estavam vivos e mais de 40% apoptóticos. Menos de 10% 
estavam mortos no grupo com 20-60 x 106 de espermatozóides por ml, conforme 
mostrado na Tabela 04. 
 
Tabela 04: Valores médios da proporção de espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos ligados à anexina V segundo a concentração, antes do congelamento (n=16) 
 
Ligação à Concentração de espermatozóides (x106/ml) 
Anexina V  20-60 
(n=8) 
Média (EP)  
> 60 
(n=8) 
Média (EP)  
p* 
Vivos 49,7 (5,8) 73,4 (3,2) 0,004 
Apoptóticos 41,4 (4,0) 23,6 (3,1) 0,013 
Mortos   8,9 (4,0)   3,1 (1,2) 0,177 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney 
EP: Erro padrão  
 
Com relação à motilidade espermática e integridade da membrana plasmática 
no pré-congelamento, houve apenas pequenas diferenças na proporção de 
espermatozóides vivos e apoptóticos entre os grupos com motilidade de até 75% e 
acima desse valor, antes do congelamento (Tabela 05). Essas diferenças não foram 
significativas. A proporção de espermatozóides mortos foi quatro vezes maior no 
grupo com menos motilidade comparados com o grupo com mais de 75% de 
espermatozóides móveis, porém essa diferença não chegou a atingir significância 
estatística (p = 0,08). 
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Tabela 05: Valores médios da proporção de espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos ligados à anexina V segundo a motilidade, antes do congelamento (n=16) 
 
Ligação à Motilidade de espermatozóides (%) 





Média (EP)  
p* 
Vivos 58,3 (7,0) 64,9 (6,2) 0,522 
Apoptóticos 32,6 (4,1) 32,4 (6,0) 0,898 
Mortos   9,3 (3,9)   2,7 (1,2) 0,082 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney 
EP: Erro padrão  
 
Em relação à morfologia e integridade da membrana plasmática no pré-
congelamento, não houve diferenças na aderência à anexina V na avaliação 
realizada no pré-congelamento, como mostra a tabela 06. 
 
Tabela 06: Valores médios da proporção de espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos ligados à anexina V segundo a morfologia, antes do congelamento (n=16). 
 
Ligação à Morfologia de espermatozóides 





Média (EP)  
p* 
Vivos 61,1 (8,5) 62,0 (4,3) 0,749 
Apoptóticos 31,7 (5,6) 33,3 (4,6) 0,654 
Mortos   7,1 (4,3)   4,9 (1,2) 0,653 
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Com relação à concentração de espermatozóides e a peroxidação lipídica no 
pré-congelamento, verificou-se que a peroxidação lipídica foi 100% maior no grupo 
com concentração de espermatozóides acima de 60x106/ml quando comparado com 
o grupo entre 20-60x106/ml. No entanto, essa diferença não atingiu significância 
estatística, como mostra a tabela 07. 
 
Tabela 07: Valores médios da peroxidação lipídica segundo a concentração de 
espermatozóides, antes do congelamento. 
 Concentração de espermatozóides (x106/ml) 
Peroxidação Lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
20-60 > 60 
Média 0,40 0,82 
EP 0,31 0,25 
n 8 8 
p* 0,089 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney  
 
Não houve diferença na peroxidação lipídica segundo a motilidade dos 
espermatozóides na avaliação realizada pré-congelamento, conforme mostra a 
tabela 08. 
 
Tabela 08: Valores médios da peroxidação lipídica segundo a motilidade 
espermática, antes do congelamento. 
 Motilidade de espermatozóides (%) 
Peroxidação Lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
£75 >75 
Média 0,74 0,54 
EP 0,32 0,24 
n 8 8 
p* 0,635 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney  
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Na tabela 09 evidencia-se que a mensuração da peroxidação lipídica antes do 
congelamento foi quase 100% maior no grupo com a morfologia espermática normal 
com £ 8% do total de espermatozóides quando comparado com o grupo de melhor 
morfologia (>8%), mas a diferença não foi estatisticamente significante. 
 
Tabela 09: Valores médios da peroxidação lipídica segundo a morfologia dos 
espermatozóides, antes do congelamento. 
 
 Morfologia de espermatozóides 
(% normal) 
Peroxidação Lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
£ 8 > 8 
Média 0,81 0,46 
EP 0,31 0,24 
n 8 8 
p* 0,398 
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5.3 Relação entre as características do espermograma e integridade da 
membrana plasmática após o congelamento/descongelamento. 
 
Com relação à concentração de espermatozóides e a integridade da 
membrana plasmática no pós congelamento/descongelamento,  verificou-se que a 
proporção de espermatozóides vivos pós-congelamento foi 14 pontos percentuais 
maior no grupo com concentração acima de 60 x 106/ml que no grupo com menor 
concentração, mas essa diferença não atingiu significação estatística (p= 0,07), 
como mostra a tabela 10. 
 
Tabela 10: Valores médios da proporção de espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos ligados à anexina V, segundo a concentração, após o 
congelamento/descongelamento. 
 












Vivos 42,6 (6,2) 56,1 (6,8) 0,063 
Apoptóticos 46,4 (3,4) 39,4 (6,6) 0,200 
Mortos 11,0 (4,7)   4,4 (1,0) 0,274 
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Com relação à motilidade espermática e a integridade da membrana 
plasmática, pode-se observar que houve apenas pequenas diferenças na proporção 
de espermatozóides vivos, apoptóticos e mortos na avaliação realizada após o 
congelamento/descongelamento, como mostra a tabela 11. 
 
Tabela 11: Valores médios da proporção de espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos ligados à anexina V, segundo a motilidade, após o 
congelamento/descongelamento. 
 












Vivos 46,7 (6,4) 52,0 (7,5) 0,564 
Apoptóticos 43,9 (4,5) 42,0 (6,1) 0,848 
Mortos   9,4 (4,4)   6,0 (2,5) 0,440 
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Não houve diferenças na aderência à anexina V, segundo a morfologia dos 
espermatozóides, na avaliação realizada pós-congelamento, conforme mostra a 
tabela 12. 
 
Tabela 12: Valores médios da proporção de espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos ligados à anexina V, segundo a morfologia, após o 
congelamento/descongelamento. 
 












Vivos 52,4 (7,3) 46,3 (6,5) 0,701 
Apoptóticos 38,9 (4,9) 47,0 (5,4) 0,481 
Mortos   8,7 (4,5)   6,7 (2,4) 0,949 
* Teste não-paramétrico de Mann-Whitney  
 
Após o congelamento/descongelamento dos espermatozóides, houve o dobro 
de peroxidação lipídica no grupo com menor concentração espermática (20-
60x106/ml). Essa diferença, no entanto, não atingiu significância estatística (p=0,07), 
como mostra a tabela 13. 
 
Tabela 13: Valores médios da peroxidação lipídica, segundo a concentração de 
espermatozóides, após o congelamento/descongelamento. 
 
 Concentração de espermatozóides (x106/ml) 
Peroxidação Lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
20-60 > 60 
 Média 5,72 2,87 
EP 1,42 0,94 
N 7 9 
p* 0,101 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney  
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Não houve diferença na peroxidação lipídica, segundo a motilidade 
espermática, na avaliação realizada pós congelamento/descongelamento, conforme 
mostra a tabela 14. 
 
Tabela 14: Valores médios da peroxidação lipídica, segundo a motilidade 
espermática, após o congelamento/descongelamento. 
 Motilidade (%) 
Peroxidação Lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
£75 >75 
Média 4,41 3,83 
EP 1,22 1,32 
n 8 8 
p* 0,674 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney  
 
A tabela 15 mostra que não houve diferença na peroxidação lipídica, segundo 
a morfologia dos espermatozóides, na avaliação realizada pós 
congelamento/descongelamento. 
 
Tabela 15: Valores médios da peroxidação lipídica, segundo a morfologia dos 
espermatozóides, após o congelamento/descongelamento. 
 
 Morfologia  
Peroxidação Lipídica 
MA + 4HA (mmol/l/106 
espermatozóide) 
£ 8% normal > 8% normal 
Média 3,00 5,24 
EP 0,90 1,44 
n 8 8 
p* 0,208 
*Teste não-paramétrico de Mann-Whitney 
 
 
  35 
5.4 Análise da associação entre a integridade da membrana plasmática e 
peroxidação lipídica com as características da análise seminal básica, antes do 
congelamento e após o congelamento/descongelamento.  
  
 Houve uma correlação entre espermatozóides vivos e sua concentração antes 
do congelamento (p=0,015) (tabela 16). Também ocorreu uma correlação negativa 
entre a concentração de espermatozóides e sua aderência à anexina V (apoptóticos) 
antes do congelamento. Ocorreu ainda uma correlação entre a motilidade e a 
presença de espermatozóides apoptóticos no ejaculado. 
 
Tabela 16 - Variáveis associadas à proporção média de espermatozóides vivos, 
apoptóticos e mortos antes do congelamento – Regressão linear múltipla [n=16]  
Ligação à anexina V/ 




Vivos    0,64 
Concentração espermatozóides   0,25 0,09 0,015  
Constante 40,71 8,18  <0,001  
Apoptóticos    0,98 
Concentração espermatozóides  -0,28 0,05  <0,001  
Motilidade espermatozóides   0,76 0,07  <0,001  
Mortos     
Sem variáveis associadas     
r: Coeficiente de correlação 
 
 Não houve qualquer correlação entre os espermatozóides vivos, apoptóticos e 
mortos e a concentração, motilidade e morfologia espermática (variáveis 
independentes) após o congelamento/descongelamento. Também não ocorreu 
correlação entre a peroxidação lipídica antes e após o congelamento com as 
variáveis independentes. 
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6 DISCUSSÃO 
 
 Neste estudo encontrou-se uma associação entre a concentração de 
espermatozóides e a aderência à anexina V antes do congelamento. No entanto, 
não foi encontrada associação da motilidade e morfologia com a aderência à 
anexina V. Adicionalmente, não foi encontrada associação entre qualquer parâmetro 
da análise seminal básica com peroxidação lipídica espontânea. A presença de 
espermatozóides vivos (anexina V negativa) foi 50% maior, antes do congelamento, 
naqueles pacientes com concentração maior que 60 x 106/ml que entre os com 
concentrações menores. Já a presença de células apoptóticas (anexina V positiva) 
foi 57% maior no grupo com menor concentração espermática. A proporção de 
espermatozóides mortos foi 3 vezes maior no grupo com menor motilidade antes do 
congelamento, mas o valor de p foi >0,05. O baixo poder estatístico do tamanho 
amostral não permite descartar que essa associação possa existir. 
Por outro lado, houve uma tendência à associação entre a concentração de 
espermatozóides antes do congelamento e a aderência à anexina V após o 
congelamento. A perda da motilidade foi maior em pacientes com menor 
concentração de espermatozóides antes do congelamento. No pós-
congelamento/descongelamento houve essa diferença, mas menos pronunciada, 
não atingindo significância estatística. 
 Tem sido mostrado que a aderência à anexina V, combinado com iodeto de 
propídio, é mais sensível para detectar a deterioração das funções da membrana do 
que o corante vital iodeto de propídio isolado (GLANDER E SCHALLER, 1999). A 
membrana é normalmente impermeável ao iodeto de propídio. No entanto, células 
mortas perdem sua capacidade de resistir ao influxo do propídio resultando numa 
coloração intracelular. Neste estudo, foi usado anexina V em combinação com 6-
CFDA; este componente é convertido para 6-CF através da enzima estearase nas 
células vivas, o qual permite clara distinção, sob microscópio epifluorescente, de 
células vivas normais, células vivas com membrana alterada (aqui apresentando 
translocação da fosfatidilserina) e células necróticas (mortas). Foi observado que a 
anexina V cora o espermatozóide como um todo (cabeça, peça intermediária e 
flagelo) em mais de 90% das células anexina V+ numa lâmina (SCHUFFNER et al., 
2001a). Dessa forma, postula-se que a fosfatidilserina é translocada para o folheto 
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externo da membrana celular. Em outros sistemas celulares, esse fenômeno é 
considerado um sinal precoce da morte celular programada (KOOPMAN et al., 1994; 
MARTIN et al., 1995; VERMES et al., 1995; BARROSO et al., 2006). 
 Num estudo realizado por MCLAUGHIN et al. (1992), foi relatado que 
pacientes com parâmetros anormais do espermograma eram mais suscetíveis ao 
dano do congelamento/descongelamento, o que poderia explicar a maior aderência 
à anexina V encontrado nesta pesquisa. Já RICCI et al. (2002) não encontraram 
correlação entre a qualidade seminal e apoptose em espermatozóides humanos. 
 Em estudos utilizando espermatozóides humanos (DURU et al., 2000; DURU 
et al., 2001a; DURU et al., 2001b; SCHUFFNER et al., 2001a; SCHUFFNER et al., 
2001b), foi evidenciado uma diminuição mais acentuada na porcentagem de 
espermatozóides vivos, após congelamento/descongelamento, em pacientes 
masculinos de casais inférteis quando comparados com doadores. A concentração 
de espermatozóides era maior em doadores do que em pacientes subférteis, apesar 
de estarem ambos os grupos dentro dos limites da normalidade. É possível postular 
que possa existir uma relação entre aspectos da análise seminal básica e maior 
suscetibilidade ao criodano da membrana plasmática medido através da aderência à 
anexina V. Esta hipótese está de acordo com os achados desta pesquisa, na qual 
observou-se uma menor porcentagem de espermatozóides vivos após 
congelamento/descongelamento naqueles homens subférteis com menor 
concentração espermática no ejaculado. MOUSTAFA et al. (2004) relataram haver 
um menor dano no DNA de homens voluntários, com análise seminal normal, 
quando comparados com homens sendo examinados por infertilidade, o que 
explicaria sua subfertilidade. 
A medida do malonaldeído – MA (ALVAREZ et al., 1987; BELL et al., 1993; 
HUSZAR & VIGUE, 1994; WANG et al., 1997a; WANG et al., 1997b) e MA e 4-
hidroxialkenal (GOMEZ et al., 1998) tem sido usado como um indicador de 
peroxidação lipídica cumulativa (WARREN et al., 1987; HUSZAR & VIGUE, 1994). A 
combinação do sulfato de ferro e ascorbato de sódio tem sido utilizada para induzir a 
peroxidação lipídica, assim como promover a divisão dos peróxidos de lipídios em 
alquenóis menores como o MA, desse modo sensibilizando o sistema de detecção 
da peroxidação lipídica – LPO (AITKEN et al., 1989; GOMEZ et al., 1998). Níveis de 
MA podem variar até em 10 vezes entre doadores de sêmen e variações 
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consideráveis ocorrem em diferentes ejaculados de um mesmo indivíduo (RAO et 
al., 1989).  
A ausência de associação entre peroxidação lipídica e parâmetros do 
espermograma encontrado neste estudo, está de acordo com evidências já 
publicadas na literatura. Conforme GOMEZ et al. (1998), o uso do kit LPO-586 em 
espermatozóides móveis é o método mais sensível e confiável para avaliar a 
peroxidação lipídica, incluindo a falta de dependência na remoção de leucócitos 
contaminantes. Existem evidências de que o estresse da membrana plasmática 
(transições de fase, tornando-a suscetível a roturas precoces) pode contribuir mais 
do que peroxidação lipídica para o criodano subletal do espermatozóide humano. 
Concluíram então que a contribuição peroxidativa é negligível e que a contribuição 
da transições de fases encontradas pela membrana, tornando-a mais susceptível à 
roturas durante a criopreservação é substancial (ALVAREZ E STOREY, 1993), o que 
vem ao encontro ao relatado neste estudo, no qual não se observou um incremento 
da peroxidação lipídica relacionado a qualquer característica seminal básica em 
espermatozóides humanos congelados/descongelados. 
Em relatos anteriores, Wang et al. (1997 a,b) não encontraram correlação 
significativa entre morfologia pré-congelamento ou LPO e perda da motilidade pós-
descongelamento. Esses achados poderiam justificar a ausência de associação 
entre a peroxidação lipídica e parâmetros da análise seminal básica encontrada 
nesse estudo.  
ENGEL et al. (1999) encontraram uma correlação negativa entre a motilidade 
e peroxidação lipídica em espermatozóides humanos frescos, atribuindo o 
decréscimo na motilidade ao acréscimo da LPO. Em outros sistemas celulares 
(células neurais e gliais), a mudança da composição lipídica não previne mudanças 
na estrutura da membrana induzidas pelas baixas temperaturas. Ao contrário, elas 
podem permitir a reversibilidade dessas mudanças e neutralizar o efeito deletério 
potencial (AZZAM et al., 2000).   
Este é o primeiro estudo, até onde chega o nosso conhecimento, em que se 
comparou parâmetros da análise seminal básica (concentração de espermatozóides, 
motilidade, morfologia), com a aderência à anexina V e peroxidação lipídica 
espontânea relacionados ao congelamento/descongelamento em espermatozóides 
humanos. Ele tem um pequeno tamanho amostral, que se justifica pelo alto custo do 
material utilizado e por tratar-se do primeiro estudo sobre o tema. Por outra parte, 
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considerando que para cada análise da aderência à anexina V eram contados de 
200 a 400 espermatozóides, pode-se considerar que o valor deste estudo está longe 
de ser desprezível.  
Através de uma análise mais acurada, pode ser fornecido um melhor 
aconselhamento quanto ao dano de membrana plasmática aos homens subférteis 
que se submetem ao congelamento/descongelamento. 
Pacientes com menor concentração de espermatozóides têm maior 
probabilidade de criodano medido através da anexina V. A necessidade de 
estabelecer um limite de concentração que sugeririra ou não o congelamento deve 
ser motivo de estudos futuros. 
Do ponto de vista prático, este estudo sugere fortemente que os limites 
inferiores de normalidade do espermograma podem não serem válidos quando o 
que se propõe é conservar os espermatozóides através de congelamento para 
posterior utilização. Pelo pequeno número de casos não foi possível, neste estudo, 
precisar um limite de concentração, abaixo do qual não se justificaria a 
criopreservação. Os resultados aqui apresentados justificam, no entanto, um 
chamado de alerta ao uso deste procedimento no caso de indivíduos com 
ejaculados com concentrações baixas, próximas ao limite inferior da normalidade. 
A observação de que homens com menor concentração de espermatozóides 
no ejaculado apresentam maior percentagem de espermatozóides com apoptose, 
antes e após o congelamento, levanta a questão de que esses poderiam ter maior 
dano durante o processo de criopreservação. Outros estudos são necessários para 
se determinar qual seria o ponto de corte na concentração espermática que 
determinaria um prejuízo importante da função espermática após a criopreservação. 
Este estudo abre também uma nova linha de pesquisa que é a de avaliar o efeito 
das alterações de exposição de fosfatidilserina da membrana plasmática no 
potencial do espermatozóide em sofrer a reação acrossômica espontânea ou 
induzida, avaliando desta forma o potencial reprodutivo destes homens. 
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7 CONCLUSÕES 
 
7.1 Conclusão Geral 
 
 Não foi encontrada associação entre a concentração, motilidade e morfologia 
de espermatozóides humanos e a porcentagem de apoptose e peroxidação lipídica,  
antes e após criopreservação do sêmen. 
 
7.2 Conclusões Específicas 
 
7.7.1 Em homens com menor concentração de espermatozóides houve uma 
maior proporção de espermatozóides com apoptose antes do congelamento e após 
o descongelamento. 
 
 7.7.2 Não foi encontrada associação entre a motilidade e a integridade da 
membrana plasmática, verificada através da aderência à anexina V, antes do 
congelamento e após o descongelamento. 
 
 7.7.3 Não houve associação entre a morfologia dos espermatozóides e a 
integridade da membrana plasmática antes do congelamento ou após o 
descongelamento. 
 
 7.7.4 Não foi evidenciada associação entre a peroxidação lipídica antes do 
congelamento e após o descongelamento com qualquer parâmetro da análise 
seminal básica. 
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